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1 EINLEITUNG 
1.1 GRUNDLAGEN UND HINTERGRUND 
Das menschliche Immunsystem schützt den Organismus vor der Entstehung 
von Infektionskrankheiten durch die Bekämpfung verschiedenster Erreger. Dabei 
unterscheidet man prinzipiell in eine spezifische und eine unspezifische Immunantwort. 
Während die spezifische Immunantwort eine zielgerichtete Abwehr gegen bereits 
bekannte Erreger und deren Antigene darstellt, ist die unspezifische Immunantwort, die 
zumal von Geburt an besteht, eine Reaktion unabhängig von der Beschaffenheit des 
Antigens. Neben der Bekämpfung von Erregern dient das angeborene Immunsystem 
auch der Regulation erweiterter inflammatorischer Reaktionen nach Weichteil- und 
Gewebsverletzungen, Zelltod sowie der Reduzierung der Anfälligkeit für sekundäre oder 
opportunistische Infektionen. (1–5).   
Voraussetzung einer funktionierenden Immunantwort ist ein komplexes 
Zusammenspiel von verschiedenen Zellen und Mediatoren. In einer zentralen Rolle für 
den koordinierten Ablauf der Abwehrkaskade sind unter anderem Zytokine 
verantwortlich. Die an der Immunabwehr beteiligten Zellen schütten diese Proteine und 
Glykoproteine als chemische Botenstoffe zur Regulierung der Abwehrreaktion aus. Die 
Zytokine spielen dabei in zahlreichen Prozessen wie z. B. beim Zellwachstum, bei der 
Zelldifferenzierung und beim Auf- und Umbau von Gewebe eine große Rolle (6). Unter 
anderem kann deren Ausschüttung die Entstehung einer systemischen 
Entzündungsreaktion (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) (7) einleiten, 
die die Folge von Trauma und hämorrhagischen Schock, aber auch von 
abdominalchirurgischen Eingriffen sein kann (8).  
Die Entstehung eines SIRS als physiologische Reaktion auf ein Trauma, 
hervorgerufen durch einen operativen Eingriff, kann im weiteren Verlauf in 
schwerwiegende Komplikationen, wie z.B. eine generalisierte Entzündungsreaktion 
(Sepsis) mit Multiorganversagen (Multiple Organ Failure, MOF), münden. (4,8,9).  Dabei 
lösen, durch das verursachte Trauma stimuliert, ortsansässige Makrophagen eine „Akute 
Phase Reaktion“ aus (10), die mit der massiven Ausschüttung und Ausschwemmung 
von proinflammatorischen Zytokinen einhergeht. Im Falle von kleineren Traumata dient 
diese Reaktion des Immunsystems der lokalen Regulierung der Wundheilung (11). Bei 
schwereren Verletzungen allerdings führt dieser Konzentrationsanstieg im weiteren 
Verlauf und unter der Einwirkung weiterer Mediatoren (z.B. vasoaktive Substanzen wie 
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Prostaglandine) zu einer generalisierten Minderperfusion und Hypoxie und einer damit 
verbundenen organischen Dysfunktion, insbesondere von Niere, Leber und Herz 
(7,12,13).  
Zahlreiche Studien zeigen, dass eine Störung der natürlichen Abwehrfunktion 
als direkte Folge des Traumas eine zentrale Rolle bei dieser Entwicklung spielt 
(8,14,15).   
Allerdings kommt es bei diesem Vorgang nicht nur zur Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine, sondern auch zur Sekretion von Botenstoffen, die eine 
immunsuppressive Wirkung haben, wie z.B. Interleukin 10 (IL-10) oder Prostaglandin E2 
(PGE2). Damit ergibt sich im Verlauf der körpereigenen Abwehrfunktion ein 
Nebeneinander von Hyperinflammation (SIRS) und einer Reaktion zur Kompensation, 
die als Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome (CARS) bezeichnet wird 
(10,16). Mit dieser Reaktion sollen Reparaturmechanismen eingeleitet und der 
überschießenden Reaktion der Hyperinflammation entgegengewirkt werden. 
Überraschenderweise führt dies im weiteren zeitlichen Verlauf zu vermehrter 
Gewebsdestruktion und Infektanfälligkeit (10).  
 
1.2 ZELLULÄRE MECHANISMEN DER IMMUNANTWORT 
Ein Fokus liegt dabei auf der Interaktion von T-Zellen und 
antigenpräsentierenden Zellen (Antigen Presenting Cells; APCs), die einen ersten Schritt 
im Ablauf der Abwehrkaskade darstellt. Dabei kommt es zur Präsentation von 
körperfremden Antigenen auf der Oberfläche von APCs, zu denen u.a. die dendritischen 
Zellen und Makrophagen gehören, und die zur Phagozytose in der Lage sind (17).  
Bei diesem Vorgang sind bereits eine Reihe von Mediatoren identifiziert worden, 
die in einem engen Zusammenspiel die geregelte Abwehrfunktion aufrecht erhalten. 
Spezifische Zytokine, die dabei von T-Zellen ausgeschüttet werden, sind Interleukin 2 
(IL-2) und Interferon gamma (IFN-γ). Der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α), Interleukin 
1 beta (IL-1β) und Interleukin-6 (IL-6) sind Zytokine, die vermehrt von APCs sezerniert 
werden. Interleukin 10 (IL-10) und der Granulocyte Monocyte Stimulating Growth Factor 
(GM-CSF) sind wiederum Zytokine, die von beiden Zelltypen produziert und sezerniert 
werden. Unterschieden werden diese Botenstoffe noch in proinflammatorische Zytokine 
(IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ, GM-CSF) und antiinflammatorische Zytokine (IL-10) (18). 
Während einer stattfindenden Immunreaktion liegen diese Zytokine 
physiologischerweise in einem Verhältnis vor, das zu Beginn der Reaktion zur Seite der 
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proinflammatorischen Zytokine verschoben ist. Im weiteren zeitlichen Verlauf der 
Abwehrreaktion verschiebt sich dieses Verhältnis weiter zu den antiinflammatorsichen 
Botenstoffen (3,10,18–23).   
Zudem stehen die zelluläre und humorale Immunantwort in einem ständigen 
Gleichgewicht, das entsprechend der beteiligten Untergruppen aus T-Helferzellen als 
Th1/Th2-Balance bezeichnet wird. Dabei regen ausdifferenzierte Th1-Helferzellen die 
zelluläre Immunantwort an, während die humorale Immunantwort durch Th2-Helferzellen 
gesteuert wird. Eine Verlagerung der Immunantwort hin zu einer Th1- oder Th2-
dominanten Antwort wird als Th1/Th2-shift bezeichnet und dient einer Optimierung der 
Immunantwort gegenüber verschiedener exogener Krankheitserreger. Zentrale 
Botenstoffe dieser Entwicklung stellen dabei unter anderem IFN-γ und IL-10 dar (24,25).  
 
 
Abb.1: Darstellung der Produktion von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und 
deren unterschiedliche Wirkungsorte (T-Zellen, APCs sowie anderes Körpergewebe). 
 
Eine weitere wichtige Rolle bei der Interaktion von Zellen spielen außerdem 
verschiedene Proteine auf der Zelloberfläche, die u.a. als Rezeptoren für Zytokine oder 
Träger von Antigenfragmenten dienen. Die Expression dieser Proteine, die u.a. im 
sogenannten cluster of differentiation (CD) kategorisiert werden (3), wird dabei sowohl 
von der Interaktion mit anderen Zellen, als auch durch Ereignisse wie Trauma und 
Schock, vergleichbar mit der Sekretion von Zytokinen, beeinflusst.  
In den Organismus eingedrungene Krankheitserreger werden von APC 
(Makrophagen, dendritische Zellen u.a.) phagozytiert. Das aufgenommene Antigen wird 
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im Folgenden im Zellinneren gespalten und die einzelnen Peptidfragmente zur 
Präsentation an die Zelloberfläche verbracht. Mittels des Major Histocompatibility 
Complex II (MHC II) stehen diese körperfremden Antigene nun zur Erkennung durch T-
Helferzellen bereit. Über den Proteinkomplex aus  
T-Zellrezeptor (T-Cell Receptor, TCR), CD3 und CD4 ist die T-Helferzelle nun in der 
Lage zur Kommunikation mit der APC und zur Erkennung des präsentierten exogenen 
Antigens (26–28). Diese Erkennung des Antigens über den TCR ist ein erstes 
entscheidendes Signal zur Aktivierung von T-Zellen durch APC (29). Zytotoxische T-
Zellen, die zur Erkennung endogener Antigene fähig sind, bekommen diese über den 
MHC I präsentiert, den außer den Erythrozyten jede Körperzelle trägt. Zur Erkennung 
nutzt die T-Zelle in diesem Fall den Proteinkomplex aus TCR und CD8 (30). 
Aber die Antigenpräsentation alleine reicht zur vollständigen Aktivierung der T-
Zelle nicht aus. Costimuli aus dem umgebenden Milieu, besonders die Bindung von 
CD80 und CD86 an das T-Zellmolekül CD28, liefern ein notwendiges zweites Signal 
(z.B. zur Initiierung der IL-2 Synthese). Die T-Zelle antwortet unter anderem mit der 
Expression von CD154, das der Ligand zu CD40 auf der Oberfläche der APC ist, und 




Abb.2: Schematische Darstellung der Antigenpräsentation durch APC und der damit 
stattfindenden Interaktion mit der T-Zelle 
 
Daneben existieren noch weitere Oberflächenmarker auf der T-Zelloberfläche 
wie CD69, ein weiterer zu Beginn der Zellaktivierung exprimierter Costimulator, oder 
CD25 und CD127, die als Zytokinrezeptoren fungieren. CD 127 ist dabei Rezeptor von 
Interleukin 7 (IL-7), ein zentraler Mediator bei der Regulierung von T- und B-
Zellentwicklung. CD14 dient den APCs als Rezeptor für Lipopolysaccharide (LPS), die 
als Zellwandbestandteile von gram-positiven Bakterien einen stimulierenden Effekt auf 
das Immunsystem haben. Und CD16, ebenfalls ein Marker von APC, fungiert als 
Rezeptor für Antikörper und vermittelt darüber die Zerstörung von bereits detektierten 
Erregern (33–37).  
Verschiedene Studien weisen einen Defekt dieser Antigenpräsentation nach 
Trauma und hämorrhagischen Schock sowie nach abdominell-chirurgischen Eingriffen 
nach (26,38,39). Aus diesen Erkenntnissen konnte bereits ein direkter Zusammenhang 
zur postoperativen Immunsuppression nach abdominalchirurgischen Eingriffen 
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hergestellt werden (40). Zytokine sind dabei an der Kontrolle der Antigenpräsentation 
beteiligt, wobei IFN-γ und GM-CSF einen stimulierenden Effekt auf die APC zeigen. IL-
1β, IL-6 und TNFα regen die Proliferation, Ausdifferenzierung und weitere 
Zytokinsekretion der beteiligten Zellen an. IL-2, das von APCs sezerniert wird, wirkt über 
seinen hochaffinen Rezeptor auf die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen. 
Einzig IL-10 hat auf nahezu alle Funktionen von Immunzellen einen hemmenden 
Einfluss (41–46).  
Das komplexe Zusammenspiel aus verschiedenen Mediatoren und den co-
stimulierenden Effekten der von den beteiligten Immunzellen exprimierten 
Oberflächenmarker wird als Immunologische Synapse bezeichnet (47,48). Eine Störung 
dieser Interaktion zieht erwartungsgemäß einen kompromittierenden Effekt auf die 
Immunantwort nach sich, der eine Erhöhung der Gefahr postoperativer Infektionen und 
Sepsis zur Folge haben kann (4,16). Walz et al zeigten in tierexperimentellen Studien, 
dass eine gestörte T-Zellfunktion dafür ausschlaggebend sein könnte (49). Dabei wurde 
eine verminderte Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine nach Trauma und 
Blutverlust durch T-Zellen beobachtet. Des Weiteren wurde nach Cokulturen von 
postoperativen T-Zellen mit nativen APCs in vitro eine verminderte Expression von MHC 
II Molekülen auf der Oberfläche der APCs gemessen.  
 
1.3 FRAGESTELLUNG 
Nach großen abdominalchirurgischen Eingriffen kommt es zur Suppression der 
natürlichen Immunantwort, welche die Infektanfälligkeit der Patienten erhöht und zu einer 
Sepsis mit letalem Multiorganversagen führen kann.  
In dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, welcher Zelltyp für diese 
Immunsuppression primär verantwortlich ist und wie sich die zelluläre Immunkompetenz 




2 HYPOTHESEN UND ZIELSETZUNG DER STUDIE 
Aufgrund der Ergebnisse vorangegangener Studien ist eine weitreichende 
Störung der Immunantwort, ausgehend von einem Funktionsdefekt der T-Zelle, zu 
erwarten.  
Es wird angenommen, dass sowohl eine verminderte Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine als auch eine Störung der direkten Zellinteraktion dafür 
verantwortlich sein könnten.  
Ziel dieser Studie war es, den Effekt von abdominalchirurgischen Eingriffen auf 
die Funktionalität des Immunsystems von humanen Patienten in vitro zu untersuchen. 
Dabei sollte insbesondere der Effekt auf die Interaktion von T-Zellen und APCs beurteilt 





3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 STUDIENDESIGN 
Die Untersuchung wurde geplant als ein prospektives klinisch experimentelles 
Modell, bei dem in vitro die Funktionen von T-Zellen und APCs abdominalchirurgischer 
sowie septischer Patienten untersucht wurden.   
 
3.1.1 PATIENTENKOLLEKTIV 
Als Einschlusskriterium zu dieser Studie galt ein bevorstehender, bzw. im Falle 
der septischen Patienten ein stattgefundener, abdominalchirurgischer Eingriff mit 
entsprechend großem Weichteiltrauma. Um ein möglichst homogenes Patientenkollektiv 
zu erhalten, wurden dazu Eingriffe des oberen Gastrointestinaltraktes, der Leber sowie 
der Bauchspeicheldrüse ausgewählt.  
Zudem galten bei der Auswahl der septischen Patienten der momentane 
klinische Zustand des Patienten unter Einschätzung eines erfahrenen Intensivmediziners 
sowie die aktuellen Blutwertparameter von IL-6, C-reaktives Protein (CRP), Pro-
Calcitonin sowie die Leukozytenzahl im peripheren Blut. (50,51).  
Die Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie waren sowohl für 
abdominalchirurgische als auch septische Patienten wie folgt: 
• Alter < 18 Jahre und > 80 Jahre 
• BMI > 30 
• Chronische oder akute Entzündungskrankheit (z.B. chronische/akute Pankreatitis 
oder Hepatitis) 
• Einnahme von Immunsuppressiva < 8 Wochen vor Beginn der Studie  
• Chemotherapie < 6 Monate vor Beginn der Studie 
• Leberzirrhose  
 
Zu dieser Studie wurden Patienten rekrutiert, die sich zwischen April 2010 und 
April 2012 einem größeren abdominalchirurgischen Eingriff unterziehen mussten. 
Insgesamt nahmen vier Frauen und sieben Männer an der Studie Teil. Außerdem 
wurden im selben Zeitraum Patienten, die sich aufgrund der Behandlung einer akuten 
Sepsis nach einem abdominalchirurgischen Eingriff auf der Intensivstation befanden, in 
die Studie mit aufgenommen. Zusammen mit diesem einen weiblichen und fünf 
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männlichen Probanden ergab sich eine Gesamtzahl von 17 Studienteilnehmern. Alle 
Studienteilnehmer waren in diesem Zeitraum Patienten der chirurgischen Klinik und 
Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universität München, Campus Großhadern. Alle 
Patienten wurden vor der Probenentnahme über die Studie aufgeklärt und gaben ihr 
Einverständnis zur Teilnahme.   
 
3.1.2 VERSUCHSAUFBAU 
Zur Bestimmung der einzelnen Zellfunktionen wurde von verschiedenen 
Patientenkollektiven Gewebe (Vollblut) gewonnen, aus dem T-Zellen und APCs isoliert 
wurden.  Im Anschluss an die Isolation wurden die gewonnenen Zellpopulationen mit 
verschiedenen standardisierten Zellgruppen in Cokultur gebracht, stimuliert, 24 Stunden 
inkubiert und die Überstände abgenommen. Als standardisierte Zellgruppen dienten zum 
einen Zellen, die aus dem Vollblut eines gesunden Kontrollpatienten gewonnen wurden; 
zum anderen Zellen aus zwei kultivierten Leukämiezelllinien. 
In der Cokultur wurden stets CD3+ Zellen im Verhältnis 1:1 mit CD14+ Zellen 
vermischt. Eine genaue Übersicht über die verwendeten Zellen folgt unter 3.2.5.  
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Jahre 62,5 (31,0-76,0) 63,5 (63,0-69,0) 
Geschlecht 
Männlich 7 (63,6 %) 5 (83,3 %) 
Weiblich 4 (36,4 %) 1 (16,7 %) 
Art des chirurgischen Eingriffs 
Hemihepatektomie 5 (45,5 %) - 
Gastrektomie 1 (9,0 %) - 
Ösophagoektomie 2 (18,2 %) - 
OP nach Whipple 3 (27,3 %) - 
OP Parameter (Median) 
OP-Dauer (Minuten) 277,5 (144,0-453,0) - 
Blutverlust (ml) 1300,0 (800,0-3350,0) - 
Noradrenalin (mg/h) 0,5 (0,3-2,0) - 
Sepsis Parameter (Median) 
CRP (mg/dl) - 17,9 (5,9-34,7) 
Leukozyten (G/l) - 19,9 (6,0-35,0) 
IL-6 (pg/ml) - 389,0 (39,2-1348,0) 
Pro-Calcitonin (ng/dl) - 1,9 (0,4-18,3) 
 





Zur Beurteilung der Einflüsse auf das gewonnene Gewebe kamen verschiedene 
experimentelle Techniken zum Einsatz, die im folgenden genauer erörtert werden.  
 
3.2.1 GEWINNUNG VON PROBENMATERIAL 
Das für die Untersuchung benötigte Blut wurde stets direkt vor dem operativen 
Eingriff und zwei Stunden postoperativ abgenommen. 
Im Falle der Patientengruppe mit bestehender Sepsis wurde das Blut zu einem 
Zeitpunkt abgenommen, bei dem die unter 3.1.1 und in Tabelle 1 beschriebenen 
Kriterien erfüllt waren.  
 
3.2.1.1 METHODIK 
Das für die Studie benötigte Blut der operativen Patienten wurde jeweils über 
den zentralen Venenkatheter bzw. den arteriellen Katheter entnommen, der während der 
OP-Vorbereitung unter sterilen Bedingungen gelegt worden war. Dazu wurden vier 
standardisierte heparanisierte Blutröhren à 9ml Volumen verwendet. Das gewonnene 
Probenmaterial (Gesamtvolumen 36ml) wurde bis zur weiteren Verarbeitung (< 30 
Minuten) auf Eis gelagert.  
Die Blutentnahme bei septischen Patienten erfolgte analog nach gründlicher 
Desinfektion über einen zentralen Venenkatheter oder einen arteriellen Verweilkatheter.  
Im Falle des Kontrollpatienten wurde das Probenmaterial nach Desinfektion 




Gerät / Material Herkunft / Firma 
Heparinisierte Blutentnahmeröhrchen 9ml  
S-Monovette® 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Multi-Adapter Luer Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Blutabnahmekanüle 
Safety-Multifly®-Kanüle 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Desinfektionsspray Bode Chemie, Hamburg, Deutschland 
Tupfer Lohmann & Rauscher, Neuwied, 
Deutschland 
 
3.2.2 ISOLATION VON PERIPHEREN MONONUKLEAREN BLUTZELLEN (PBMCS) 
Aus dem gewonnenen Gewebe wurden anschließend die peripheren 
mononukleären Blutzellen (Peripheral Mononuclear Blood Cells, PBMCs) zur weiteren 
Verarbeitung isoliert (52). 
 
3.2.2.1 METHODIK 
Die Isolation der PBMCs erfolgte über einen Dichtegradienten durch 
Ficolltrennung. Dazu wurde das Volumen des gewonnenen Vollbluts gedrittelt und 
anschließend mit Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) jeweils auf ein Gesamtvolumen 
von 35ml aufgefüllt. Die entstandene verdünnte Blutlösung wurde in einem 50ml-
Zentrifugationsröhrchen vorsichtig auf 15ml Ficoll-Lösung aufpipettiert. Es folgte die 
Zentrifugation über 20 Minuten mit 650 × g bei Raumtemperatur. Die entstandene 
Monolayer-Zellschicht wurde aufgenommen und einmalig mit 50ml HBSS-Lösung bei 
840 × g und 4°C 10 Minuten lang gewaschen. Der Waschvorgang wurde ein zweites Mal 
bei geringerer Zentrifugation (470 × g, 4°C, 10 Minuten) wiederholt. Die gewonnenen 
PBMCs wurden anschließend gezählt und zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.  
5 × 106 der gewonnenen PBMCs wurde zur späteren flowzytometrischen 
Analyse separiert und ebenfalls auf Eis gelagert.   
Dieses Verfahren wurde analog bei der Gewinnung von Patientenzellen und 




Abb.3: Schematische Darstellung der Gewinnung von PBMCs mittels Ficoll-Trennung 
 
3.2.2.2 MATERIAL 
Gerät / Material Herkunft / Firma 
Biocoll Separation Solution Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
HBSS Lonza, Walkersville, MD, USA 
Zentrifugenröhrchen 50ml BD Falcon, Durham, NC, USA 
Tryptanblau SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Deutschland 
Zellzählkammer nach Neubauer Karl Hecht KG, Sondheim, Deutschland 
Pipettierhilfe „Pipetboy“ Integra Biosciences,  
Handpipetten (10µl, 100µl, 200µl und 
1000µl) 
Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Sterile Pipettenspitzen (5ml, 10ml und 
25ml) 
Costar, Corning, NY, USA 
Sterile Pipettenspitzen (10µl, 100µl, 200µl 
und 1000µl) 
Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Mikroskop „Axioskop“ Zeiss, Jena, Deutschland 
Zellsieb (70µm) BD Falcon, Durham, NC, USA 
Zentrifuge „Rotina 420R“ Hettich, Tuttlingen, Deutschland 




3.2.3 IMMUNOMAGNETISCHE ZELLSORTIERUNG  
Zur Isolierung der CD3+ und CD14+ Zellpopulationen aus den PBMCs wurde 
die immunomagnetische Zellsortierung (Magnetic Cell Separation, MACS) der Firma 
Miltenyi angewandt (53).  
 
3.2.3.1 PRINZIP 
Dieses Prinzip basiert auf der Verwendung von MACS-Microbeads zur 
Separation einzelner Zellgruppierungen. Dabei handelt es sich um magnetische Partikel, 
die zunächst mittels spezifisch bindender monoklonaler Antikörper auf die Zellen 
aufgebracht werden.  Zur Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen wird dabei auf 
die Expression spezifischer Oberflächenantigene (Cluster of Differentiation, CD) 
zurückgegriffen.   
Es wurden dabei Antikörper gegen CD3 (T-Zellen) sowie gegen CD14 (APCs) in 
zwei voneinander getrennten Separationsverfahren verwendet.   
Nach Aufbringen des Antikörpers wird die Zellsuspension in ein MACS 
Separation Column überführt, das einen Durchfluss der Zellen durch ein starkes 
Magnetfeld erlaubt. Dabei blieben alle Zellen im Magnetfeld haften, die mit den 
entsprechenden Microbeads markiert worden waren. Nach dreimaligem Spülen mit 
MACS-Buffer wird die Säule aus dem Magnetfeld entfernt und die mit Antikörpern 
markierten Zellen können separat in einem Zellkulturröhrchen aufgefangen werden.  








Die im vorangegangenen Schritt gewonnenen PBMCs wurden nun 
abzentrifugiert  
(300 × g, 10min, RT), der Überstand vollständig verworfen und im dafür vorgesehenen 
MACS-Buffer (80µl Puffer / 10 ×106 Zellen) resuspendiert. Nach Zugabe des CD14-
Antikörpers (10µl Antikörper-Lösung / 10 ×106 Zellen) wurden die Zellen für 15 Minuten 
bei 4°C inkubiert.   
Im Anschluss daran wurde die Zellsuspension gewaschen, wobei 3-5ml MACS-
Buffer zugegeben und nochmals abzentrifugiert (300 × g, 10min, RT) wurde. Nun 
wurden die Zellen in 500µl MACS-Puffer abermals resuspendiert und in eine MACS 
Separation Column überführt.   
Die Trennsäule war zuvor in einem magnetischen Feld (MACS Cell Seperator) 
platziert und mit 500µl MACS-Buffer gespült worden. Ein Zellkulturröhrchen wurde zum 
Auffangen der unmarkierten Zellen unter der Säule platziert.   
Nach vollständigem Durchlaufen der Zellsuspension durch die MACS 
Separation Column wurde die Säule weitere drei Mal mit je 500µl MACS-Buffer gespült.   
Erst jetzt wurde die Säule aus dem Magnetfeld entfernt, und die CD14-positiven 
Zellen konnten mittels eines weiteren Spülvorgangs (1ml MACS-Buffer) und der 
Verwendung eines passenden Spritzenstempels aus der Säule ausgewaschen und in 
einem separaten Röhrchen aufgefangen werden. Die so gewonnenen Monozyten 
wurden abzentrifugiert (300 × g, 10min, RT), der Überstand verworfen sowie die Zellen 
im Zellmedium resuspendiert und gezählt.  Die Zellzahl wurde auf 1 × 106 / ml eingestellt 
und die Zellen bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.   
Diese beschriebenen Arbeitsschritte wurden analog zur Gewinnung der CD3-
positiven Zellpopulation durchgeführt. Dabei wurde die zuvor negativ-selektierte 
Zellpopulation mit dem entsprechenden Antikörper inkubiert und das 
Separationsverfahren analog durchgeführt.   
Der Reinheitsgrad der Zellpopulationen, die durch dieses Verfahren gewonnen 
wurden, liegt im Mittel über 95% (54) und wurde in dieser Studie durch 
flowzytometrische Analysen bestätigt.  
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Abb.5: Flowzytometrische Darstellung der, mittels MACS-Microbeads aufgetrennten, 
Zelllinien. Im linken Bild die Darstellung der CD3-positiven Zellen, rechts die CD14-
positive Population.  
 
Dieses Verfahren wurde sowohl für die Zellen des operativen Patienten als auch 
für die Zellen des Kontrollpatienten angewandt. So standen am Ende der Zellisolation 
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Tab.2: Übersicht über die Herkunft der verwendeten Zellen und deren Kondition vor der 
Cokultivierung. 
 
Die im Folgenden angewandte Benennung der verschiedenen Zellpopulationen 




Gerät / Material Herkunft / Firma 
MACS-Puffer 
1000ml PBS 
+ 0,05% BSA 
+ 2mM EDTA 
Nach Herstellerangaben selbst produziert 
MACS Separation Column Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
MACS CD3 Microbeads Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
MACS CD14 Microbeads Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
MACS Multistand Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
RPMI 1640 Gibco, Grand Island, NY, USA 
Fetal Bovine Serum (FCS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Zentrifugierröhrchen 15ml TPP, Trasadingen, Schweiz 
 
3.2.4 ZELLKULTUR UND STIMULATION 
Alle gewonnenen Zellpopulationen wurden nach ihrer Isolierung mit Zellen 
anderer Herkunft in Cokultur gebracht.  Dabei wurden stets CD3 positive Zellen mit 
CD14 positiven Zellen in einem Verhältnis von 1:1 kultiviert.   
 
3.2.4.1 PRINZIP 
Im Anschluss an die Isolation der einzelnen Zellreihen wurden diese mit einem 
Zellkulturmedium auf eine Konzentration von 1 × 106 Zellen / ml verdünnt und auf Eis 
gelagert.  Auf einer 24-Wellplatte wurden dann je 500.000 Zellen der beiden 
verschiedenen Populationen in Cokultur gebracht. Zur Stimulation wurde in Abhängigkeit 
der zu untersuchenden Zellpopulation entweder Lipopolysaccharid (LPS) zur Stimulation 
von APCs bzw. Anti-CD3 und Anti-CD28 zur Stimulation der T-Zellen verwendet. Mit 
dem Anti-CD3 wurden zwei Stunden vor Beginn der Zellkultur die entsprechenden Wells 
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gecoatet. Dazu wurde Anti-CD3 aus einem Vorratsbehältnis zu einer Konzentration von 
1µg/ml in HBSS verdünnt und je 250µl in das Well gegeben. Nach zwei Stunden wurde 
die Flüssigkeit abgesaugt und das Well dreimal mit HBSS gespült, bevor es zur Zellkultur 
bereit stand. Im Falle der Verwendung des LPS und des Anti-CD28 wurde der Stimulus 




Zu Beginn der Co-Kultivierung standen somit sechs verschiedene Populationen 
zur Verfügung. Sowohl je drei CD3+ Populationen (vom operierten Patient, 
Kontrollpatient und aus der Leukämiezelllinie) als auch drei CD14+ Populationen des 
gleichen Ursprungs. Die Zellen wurden in verschiedenen Cokulturen in einer 24-
Wellzellkulturplatte über 24 Stunden bei 5% CO2 und 37°C inkubiert. Dazu wurde jeweils 
eine Population CD14-positiver APCs mit einer Population CD3-positiver T-Zellen 
zusammengebracht. Die Gesamtzahl aller Zellen ergab stets  
1 × 106 in 1ml Zellmedium pro Well. Zur Stimulation der Zellen wurde entweder 
Lipopolysaccharid (LPS) oder eine Kombination aus anti-CD3 und anti-CD28 verwendet. 
Im Falle einer Stimulation mit Anti-CD3 wurden die entsprechenden Wells vor dem 
Einbringen der Zellsuspension mit einem Volumen von je 300µl über zwei Stunden vorab 
gecoated. LPS und Anti-CD28 wurden der Kultur direkt beigefügt. Eine Übersicht der 
angewandten Cokulturen ist Abb.6 zu entnehmen.  
Nach 24 Stunden wurden die Zellüberstände abgenommen und zur weiteren 





Abb.6: Die erstellten Cokulturen enthielten stets CD3+ sowie CD14+ Zellpopulationen 
unterschiedlichen Ursprungs. Die Stimulation erfolgte je nach Protokoll mit LPS oder 
Anti-CD3 mit Anti-CD28. Alle Zellkulturen wurden mit prä- und postoperativ gewonnenen 
Patientenzellen sowie mit Zellen von septischen Patienten angelegt.  
 
3.2.4.3 MATERIAL 
Gerät / Material Herkunft / Firma 
24-Wellzellkulturplatte Nunclon Surface, Nunc, Wiesbaden, 
Deutschland 
Lipopolysaccharid (LPS) SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Deutschland 
Anti-CD3 Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
Anti-CD28 Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
Reagenztubes aus Polypropylen, „Eppis“ Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 




3.2.5 VERWENDETE LEUKÄMIEZELLLINIEN 
Bei den verwendeten Leukämiezelllinien handelte es sich um humane 
Monozyten des Stamms THP-1 und humane JURKAT T-Zellen des Stamms D1.1 
(ATCC, Manassas, VA, USA). Beide Zelllinien wurden nach Anleitung des Herstellers bei 
37°C und 5% CO2 kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte drei Mal pro Woche durch 
Zentrifugation (125 × g, RT, 7 Minuten) und Neueinstellung der Zellzahl in einer frischen 
Zellkulturflasche. Die Zellzahlbestimmung erfolgte dabei nach Trypanfärbung in einer 
Neubauer Zellzählkammer.  
Das verwendete Zellkulturmedium wurde nach Anleitung des Herstellers mit 
10% Fetal Calf Serum (FCS; Gibco, Grand Island, NY, USA) und 0,05% Gentamicin 
(Lonza, Walkersville, MD, USA) versetzt. Im Falle der Monozyten-Zelllinie wurde dem 
Medium zusätzlich 0,05% Beta-Mercaptoethanol (SIGMA-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) beigemischt.   
 
3.2.6 DURCHFLUSSZYTOMETRIE 
Die Expression spezifischer Oberflächenantigene wurde bei den Zellen der 
einzelnen Patienten mittels Durchflusszytometrie (im folgenden auch FACS-Analyse) 
bestimmt (55).  
 
3.2.6.1 PRINZIP 
Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein lasergestütztes 
Messverfahren zur qualitativen und quantitativen Beurteilung der Zellmorphologie sowie, 
nach spezieller Färbung, zur Bestimmung intra- und extrazellulärer Proteinexpression. 
Dabei wird die Fluoreszenzemission der einzelnen Zellen und die von mittels Antikörpern 
kovalent gebundenen Farbstoffen nach Bestrahlung mit einem Laser gemessen und 
ausgewertet.   
Die in Suspension befindlichen Zellen werden mittels einer Kapillare im 
Messbereich angesaugt. Durch die hohe Beschleunigung werden Zellagglutinationen 
aufgelöst, wodurch gewährleistet wird, dass die Zellen einzeln und nacheinander im 
Messbereich ankommen und ausgewertet werden können.  Im Messbereich werden die 
Zellen mit einem Laserstrahl der Wellenlänge 488nm bestrahlt.   
Die Lichtemission der Zelle erfolgt dabei zum größten Teil nach vorne und wird 
als Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) bezeichnet.  Diese Streuung dient der 
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Beurteilung der Größe der Zelle. Ein anderer Anteil wird als Seitstrahllicht (Side Scatter, 
SSC) bezeichnet und im rechten Winkel zum eintreffenden Laserstrahl aufgefangen. Da 
diese Streuung insbesondere durch die Membranstruktur und die Granulation der Zelle 
beeinflusst wird, lässt sich hieraus die morphologische Struktur der Zelle bestimmen.   
Da es nur wenige Zellen gibt, die natürlicherweise imstande sind, farbiges Licht 
zu emittieren, wird sich die Fluoreszenzaktivität verschiedener Farbstoffe zunutze 
gemacht. Diese Farbstoffe werden, konjugiert an monoklonale Antikörper, vor der 
Analyse auf die Zelloberfläche aufgebracht. Über ein System aus Spiegeln und Filtern 
werden die Emissionen zu Detektoren geleitet, die die Signale aufnehmen und zur 
weiteren Analyse an einen Computer weiterleiten.   
 
 
Abb.7: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Durchflusszytometrie. 
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Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die monoklonalen Antikörper und 
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Tab.3: Bei der Durchflusszytometrie trägt jeder monoklonale Antikörper einen Farbstoff, 
der aufgrund seiner spezifischen Lichtemission später zugeordnet werden kann. Die 
Tabelle gibt eine Übersicht über die verwendeten Antikörper und die daran gebundenen 




Die isolierten PBMCs wurden nun für die flowzytometrische Bestimmung ihrer 
Antigenexpression vorbereitet.   
Zunächst wurde die Zellpopulation mit einem humanen Fc-Rezeptorblocker 
behandelt. Dazu wurden 10µl Antikörperlösung in 90µl FACS-Puffer gelöst, der 
Zellsuspension zugegeben und mittels Vortex vermischt. Anschließend wurden die 
Zellen bei 4°C für 10 Minuten inkubiert. Das Blocken dieses Rezeptors sollte eine 
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unspezifische Bindung später zugegebener Antikörper auf der Oberfläche von APCs 
verhindern.   
Die Zellsuspension wurde dann durch Zugabe von Hank’s buffered salt solution 
(HBSS) auf 250.000 Zellen/ml eingestellt. Je 1ml der Zellsuspension wurde auf 
entsprechende Polystyrolreagenzgefäße verteilt, mit je 3ml FACS-Puffer aufgefüllt und 
bei 700 × g für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig verworfen.  
Dieser Waschvorgang wurde noch ein weiteres Mal unter Verwendung von 4ml FACS-
Puffer wiederholt.   
Durch Zugabe von monoklonalen Antikörpern, konjugiert mit entsprechenden 
Fluoreszenzfarbstoffen, erfolgte die für die Flowzytometrie zentrale Färbung der Zellen 
(Übersicht siehe Tab.3). Dazu wurden die Zellen mit je 3µl der Farbstofflösung versetzt 
und für 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Überschüssiger Farbstoff wurde 
durch einen weiteren Waschschritt entfernt. Nach einer weiteren Zugabe von 300µl 
FACS-Puffer waren die Zellen bereit zur Messung. Die Messung wurde unmittelbar im 
Anschluss an die Färbung durchgeführt.  
 
3.2.6.3 MATERIAL 
Gerät / Material Herkunft / Firma 
FACS-Puffer 
1000ml PBS (selbst hergestellt) 
+ 0,5% BSA  
+ 0,02% NaN3 
Eigenproduktion 
Fc-Rezeptorblocker Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
Vortex / MS2 Minishaker IKA-Werke, Staufen, Deutschland 
HBSS Lonza, Walkersville, MD, USA 
FACS-Röhrchen (aus Polypropylen) BD Falcon, Durham, NC, USA 
FACS Calibur Flowcytometer BD Biosciences, San Jose, CA, USA 
Multipipette plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Spitzen für Multipipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Handpipetten (10µl, 100µl und 1000µl) Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Sterile Pipettenspitzen (10µl, 100µl und 
1000µl) 




Zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im Anschluss an die 24-stündige 
Zellkultur wurde ein Multi-Plex-Assay der Firma Biorad (Bio-Plex-Assay) verwendet. 




Der Bio-Plex-Assay ermöglicht die Bestimmung von mehreren verschiedenen 
Stoffen in einem Arbeitsschritt aus einer einzelnen Probe. Dabei werden mikroskopisch 
kleine Polstyrolsphären (Beads) mit einem Durchmesser von 5,6µm verwendet, die mit 
zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gefüllt sind. Die Klassifikation des 
Analyten erfolgt dann aus der kombinierten Fluoreszenz beider Farbstoffe im roten bzw. 
infraroten Lichtspektrum. Die Farbstoffe werden in jeweils zehn verschiedenen 
Konzentrationen in die Partikel eingebracht, woraus eine Gesamtzahl von 100 
verschiedenen Analyten folgt. Die daraus resultierenden spektral unterscheidbaren 
Schattierungen werden als Beadregions bezeichnet. Jede Beadregion ist spezifisch für 
einen vorher definierten Analyten.   
Auf der Oberfläche der Beads dienen monoklonale Antikörper, mittels ihrer 
hochspezifischen Affinität zur kovalenten Bindung des Analyten, der präzisen Zuordnung 
zur entsprechenden Beadregion.  
Durch die Zugabe eines Detektionsmoleküls (Konjugat) werden die gebundenen 
Stoffe quantifiziert. Es handelt sich bei dem verwendeten Konjugat um spezifisch 
bindende Antikörper, an die ein weiterer Fluoreszenzfarbstoff (Streptavidin-
Phycoerythrin) gekoppelt ist. Dieser Farbstoff emittiert im Wellenlängenbereich von 
grünem Licht, um eine Überschneidung der gemessenen Fluoreszenzen von Beads und 
Konjugat zu vermeiden.   
Die Messung der Lichtemission erfolgt nach dem Prinzip der 
Durchflusszytometrie, das bereits im vorherigen Teil beschrieben wurde. Die Probe wird 
bei diesem Verfahren von zwei Festkörperlasern erfasst und die Fluoreszenzemission 
der Farbstoffe auf entsprechende Detektoren geleitet.  Dort erfolgt die computergestützte 
Klassifikation (rote/infrarote Lichtemission der Beads) und Quantifizierung (grüne 




Abb.8: Die farbstoffgefüllte Polystyrolsphäre (Bead) trägt einen monoklonalen Antikörper 
auf der Oberfläche, an den der zu analysierende Stoff bindet. Über einen weiteren 
Antikörper wird dann ein weiterer Farbstoff gebunden. Im Anschluss erfolgt die 
Auswertung durch zwei Laser verschiedener Wellenlänge. 
 
3.2.7.2 METHODIK 
Zu Beginn des Assays wurden die aliquotierten Proben (Zellüberstände) 
aufgetaut und mit Zellkulturmedium zu einer Konzentration von 1:10 verdünnt. Dieser 
Arbeitsschritt und die anschließende Lagerung bis zur Weiterverarbeitung wurden stets 
auf Eis durchgeführt.   
In einem weiteren Schritt wurde der für die Messung verwendete Standard nach 
Angaben des Herstellers in einer Verdünnungsreihe vorbereitet.  Dazu wurde der 
gefriergetrocknete Standard in 500µl Zellkulturmedium (RPMI 1640) aufgelöst und 30 
Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden 128µl der so entstandenen Vorratslösung mit 
weiteren 72µl Zellkulturmedium in einem Reagenzgefäß vermischt. Es folgte eine 
sukzessive Verdünnungsreihe mit acht absteigenden Verdünnungen, bei der jeweils 50µl 
des verdünnten Standards in 150µl Zellkulturmedium überführt wurden.   
Die Stocklösung mit den Beads wurde ebenfalls nach einem vorgegebenen 
Schema mittels Assay-Buffer hergestellt und je 50µl pro Well auf die 96-Well-
Zellkulturplatte aufgebracht.   
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Nach einem ersten Waschschritt mit zweimalig 100µl/Well Wash-Buffer wurden 
dann nach einem festen Schema je 50µl des Standards und der verdünnten Proben in 
die Zellkulturplatte pipettiert und für 30 Minuten auf einem Schüttler bei 300rpm in 
Dunkelheit inkubiert.  
Währenddessen wurden die Detektionsantikörper (Anti Cytokine Conjugated 
Beads) für die zu bestimmenden Zytokine in einem vorgeschriebenen Verhältnis mit dem 
Detection-Antibody-Diluent verdünnt. Nach Ablauf der 30 Minuten wusch man die 
Zellkulturplatte dreimal mit 100µl/Well Wash-Buffer, gab 25µl/Well der Detection-
Antibody-Lösung in die Wells und inkubierte diese nach Abdeckung erneut für 30 
Minuten auf dem Schüttler. 
Im zeitlichen Intervall konnte der Streptavidin-Antikörper im vorgeschriebenem 
Verhältnis mit dem Assay-Buffer verdünnt werden. Vor dem Aufbringen des 
Streptavidinantikörpers (50µl/well) wurde die Zellkulturplatte noch zweimal gewaschen 
und dann für weitere zehn Minuten inkubiert.  
Schließlich diluierte man die Lösungen in den Wells mit je 100µl Assay-Buffer, 




Gerät / Material Herkunft / Firma 
Mikrotitierplatte (96 Wells) inkl. Abdeckung 
und Ablagewanne 
BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Bio-Plex Assay Buffer BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Bio-Plex Wash Buffer BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Bio-Plex Detection Antibody Diluent BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Streptavidin-PE BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Anti Cytokine Conjugated Beads spezifisch 
für IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-γ, GM-CSF 
und TNF-α 
BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Bio-Plex Array Reader BioRad Laboratories, Hercules, CA; USA 
Schüttler KS 130 basic IKA-Werke, Staufen, Deutschland 
Sterile Pipettenspitzen Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 




Die Darstellung der Messwerte erfolgte als Median mit Interquartilsabständen. 
Um eine bessere Vergleichbarkeit unterschiedlicher Parameter zu erreichen, wurden die 
Messwerte auf den präoperativ gemessenen Ausgangswert normalisiert und 
anschließend nur die relativen Veränderungen bezogen auf diesen Ausgangswert 
dargestellt.  
Als präoperativer Vergleichswert für die veränderte Zytokinsekretion bei 
septischen Patienten diente der mediane präoperative Wert der elf hier untersuchten 
operativen Patienten.  
Für die Expression der ermittelten Oberflächenmarker galt ebenso jeweils der 
präoperativ ermittelte Wert als Ausgangswert, anhand dessen die relative Veränderung 
der Proteinexpression ermittelt wurde.  
Analog diente bei der Beurteilung der Werte von septischen Patienten der 
mediane präoperative Wert aller elf operierten Patienten als Referenz.  
Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung von SigmaPlot 10 (Systat 
Sonftware Inc., San Jose, CA, USA). In Abhängigkeit der einzelnen untersuchten 
Parameter kamen dabei verschiedene statistische Tests zur Untersuchung eines 
bestehenden Signifikantzniveaus zum Einsatz. Der Wilcoxon Signed Rank Test diente 
dabei als standardisierter Test für alle ermittelten Messwerte. Zudem fanden der Mann 
Whitney Rank Sum Test und ein Paired t-Test für einzelne Messungen zur veränderten 
Zytokinsekretion prä- und postoperativer Messwerte Anwendung. Für alle statistischen 




4.1 ZELLSPEZIFISCHE OBERFLÄCHENMARKER 
Die Messung der Expression zellspezifischer Oberflächenmarker mittels FACS-
Analyse erfolgte zwei Stunden postoperativ sowie im septischen Krankheitszustand 
einzelner Patienten.  
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4.1.1 EXPRESSION T-ZELL SPEZIFISCHER OBERFLÄCHENANTIGENE 
Postoperativ ergab sich für alle untersuchten Oberflächenmarker eine 
Verringerung der Expression zwei Stunden nach Beendigung des Eingriffs. Ein 
signifikanter (p<0,05) Abfall dieser Expression ergab sich hierbei für CD3 und für CD28.  
Im direkten Vergleich dazu ergab die Ermittlung der Oberflächenmarker im 
septischen Krankheitszustand ein vergleichbar homogenes Bild. Hier konnte für die 
Expression von CD28 ebenfalls ein signifikantes Zurückgehen gezeigt werden.  
Die isolierte Betrachtung regulatorischer T-Zellen (Treg), die sich durch die 
Expression von CD4, CD25 und CD127 spezifizieren lassen, ergab ein vermindertes 
Vorhandensein dieser Zellen. Im Vergleich mit präoperativ ermittelten Werten konnte 




Abb.9: Grafische Darstellung der T-Zell spezifischen Oberflächenmarker zwei Stunden 
nach OP und bei Sepsis.  
Darstellung als relative Veränderung zu präoperativ ermittelten Werten in [%]. N=11 
(postoperativ), N=6 (Sepsis); *p<0,05 gegen präoperativ 
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4.1.2 EXPRESSION APC-SPEZIFISCHER OBERFLÄCHENANTIGENE 
Die Bestimmung der APC-spezifischen Oberflächenmarker ergab für den 
postoperativen Verlauf einen Anstieg der Expression für alle untersuchten Marker. Ein 
signifikanter Anstieg (p<0,05) im Vergleich mit präoperativen Werten konnte hierbei für 
CD14 (LPS-Rezeptor), CD86 (Co-Stimulator der T-Zellaktivierung) sowie HLA-DR 
nachgewiesen werden, das die zentrale Rolle bei der Antigenpräsentation spielt.  
Bei der Messung der Oberflächenantigene bei Sepsis ergab sich ein 
heterogenes Bild mit einer Verringerung der Ausbildung von CD80 und HLA-DR. Zudem 
konnte bei der Bestimmung dieser Parameter lediglich ein Tendenz, aber keine 
signifikante Veränderung der Expression aller untersuchter Oberflächenmarker gezeigt 
werden.  
Myeloide Suppressorzellen (Myeloid Derived Supressor Cells, MDSC), die durch 
eine fehlende Expression von HLA-DR charakterisiert sind, wurden sowohl postoperativ 
als auch bei Sepsis vermehrt gemessen, ohne dass sie dabei im signifikanten Maße im 
Vergleich zu präoperativen Werten vorlagen.  
 
 
Abb.10: Grafische Darstellung der APC-spezifischen Oberflächenmarker zwei Stunden 
nach OP und bei Sepsis.  
Darstellung als relative Veränderung zu präoperativ ermittelten Werten in [%]. N=11 




Ein Parameter bei der Beurteilung der Zellfunktion nach abdominalchirurgischen 
Eingriffen, stellte die Bestimmung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen dar, die 
von den Zellen der Cokultur sezerniert wurden.  
 
4.2.1 SEKRETION T-ZELL SPEZIFISCHER ZYTOKINE ZUR BEURTEILUNG DER APC-
FUNKTION 
Die angewandte Methodik erlaubt die Charakerterisierung des Effekts 
abdominalchirurgischer Eingriffe auf die Funktion von APCs. Durch die Bestimmung der 
Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach der Interaktion mit nativen APCs und mit APCs 
operierter Patienten, kann ein modulatorischer Effekt der Interaktion nachgewiesen 
werden. Die Darstellung erfolgt stets im relativen Vergleich zu Werten, die aus 




T-Zelle Patient, nativ + 
APCs Patient, nativ 
T-Zelle Kontrolle, nativ + 
APCs Patient, nativ 
T-Zelle Leukämie, nativ + 























Tab.4: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit nativen APCs der chirurgischen Patienten und nativen T-Zellen 
unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand angegeben. Die 
Stimulation erfolgte mit LPS. Diese Werte wurden als Referenzwerte verwendet.  
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4.2.1.1 POSTOPERATIVE SEKRETION T-ZELL SPEZIFISCHER ZYTOKINE 
 
 
T-Zelle Patient, nativ + 
APCs Patient, post-OP 
T-Zelle Kontrolle, nativ + 
APCs Patient, post-OP 
T-Zelle Leukämie, nativ + 























Tab.5: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit postoperativen APCs der chirurgischen Patienten und nativen 
T-Zellen unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand 
angegeben. Die Stimulation erfolgte mit LPS. 
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Postoperativ ergab sich für die Sekretion der T-Zellspezifischen Zytokine eine 
Verminderung der Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine IL-2 und IFN-γ und 
des antiinflammatorischen Zytokins IL-10, wobei die Verminderung der Sekretion aller 
gemessener Parameter eine signifikante Reduktion (p<0,05) im Vergleich zu Werten 
darstellt, die in der Cokultur aus präoperativ gewonnenen nativen APCs mit nativen T-
Zellen gemessen wurden. Alle Cokulturen wurden mit LPS stimuliert.  
Bestätigt werden konnte dieses Ergebnis durch die verminderte Zytokinsekretion 
der nativen Kontroll-T-Zellen des gesunden Spenders, die ebenfalls für alle drei 
bestimmten Mediatoren einen signifikanten (p<0,05) Rückgang der Sekretion erbrachten.  
 
 
Abb.11: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach Cokultur 
mit  APCs operierter Patienten.  
Die nativen T-Zellen waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus dem Blut des gesunden Kontrollpatienten (blau).  




Bei der Kontrolle der Ergebnisse durch die Verwendung von Leukämiezelllinien 
als Kontrolle ergab sich mit einem signifkantem Rückgang lediglich für die Sekretion von 
IL-10 eine Bestätigung der verminderten Zytokinausschüttung. Für die Beurteilung der 
Sekretion von IL-2 und IFN-γ konnte in dieser Studie keine aussagekräftigen Ergebnisse 
generiert werden.  
 
 
Abb.12: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach Cokultur 
mit APCs operierter Patienten. 
Die nativen T-Zellen waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus der Leukämiezellline JURKAT D1.1 (graublau) entnommen.  
N=11, *p<0,05 gegen präoperativ  
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4.2.1.2 SEKRETION T-ZELL SPEZIFISCHER ZYTOKINE BEI SEPSIS 
 
 
T-Zelle Patient, nativ +  
APCs Patient, septisch 
T-Zelle Kontrolle, nativ +  
APCs Patient, septisch 
T-Zelle Leukämie, nativ +  























Tab.6: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit septischen APCs der chirurgischen Patienten und nativen T-
Zellen unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand angegeben. 
Die Stimulation erfolgte mit LPS. 
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Bei der Bestimmung der Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach der 
Coinkubation mit APCs septischer Patienten ergab sich für alle bestimmten Parameter 
(IL-2, IL-10, IFN-γ) eine relative Verminderung der Zytokinsekretion im Vergleich zu den 
Werten, die bei Cokulturen mit nativen APCs ermittelt wurden. Dabei konnte für die 
Ausschüttung von IL-2 sogar eine signifikante Verminderung beobachtet werden.  
Bei Betrachtung der Zytokinsekretion der nativen Kontrollzellen konnte hingegen 
nur eine Verminderung der Produktion von IL-10 gezeigt werden, die einen Rückgang 
der Sekretion dieses Zytokins im Versuchsaufbau bestätigt. Im Falle von IL-2 und IFN-γ 
ergab die Bestimmung in diesen Zellkulturen sogar einen zum Teil sehr hohen Anstieg 
der Sekretion, die für IL-2, entgegen des Ergebnisses mit nativen Patientenzellen, sogar 
signifikant war.  
 
 
Abb.13: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach Cokultur 
mit septischen APCs.  
Die nativen T-Zellen waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus dem Blut des gesunden Kontrollpatienten (blau).  
N=6, *p<0,05 gegen präoperativ 
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Bei der Sekretion der Zytokine nach Cokultur mit den Leukämiezelllinien zeigt 
sich ein analoges Bild zum oben gezeigten Ergebnis mit einer Bestätigung der 
Verminderung von IL-10 bei Sepsis und einem gegenläufigen, deutlichen Anstieg von IL-
2 und IFN-γ im Vergleich zu den patienteneigenen Zellen. Zudem wurde gezeigt, dass 
sowohl der Anstieg von IL-2 als auch der Anstieg von IFN-γ signifikant erhöht waren.  
 
 
Abb.14: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer T-Zellen nach Cokultur 
mit septischen APCs.  
Die nativen T-Zellen waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus der Leukämiezellline JURKAT D1.1 (graublau) entnommen.  
N=6, *p<0,05 gegen präoperativ  
  
 47 
4.2.2 SEKRETION MONOZYTEN-SPEZIFISCHER ZYTOKINE ZUR BEURTEILUNG DER  
T-ZELLFUNKTION 
Für den Nachweis einer veränderten T-Zellfunktion nach 
abdominalchirurgischen Eingriffen wurden analog zur Bestimmung der APC-Funktion, 
die ausgeschütteten spezifischen Zytokine der kommunizierenden Zelle nach Cokultur 
bestimmt. Die angezeigten Werte sind relative Veränderungen zu Zytokinwerten, die aus 
Cokulturen mit präoperativen T-Zellen und den gleichen nativen APCs gewonnen 
wurden.  
 
 APCs Patient, nativ + 
T-Zelle Patient, nativ 
APCs Kontrolle, nativ +  
T-Zelle Patient, nativ 
APCs Leukämie, nativ +  






































Tab.7: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit nativen T-Zellen der chirurgischen Patienten und nativen APCs 
unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand angegeben. Die 




4.2.2.1 POSTOPERATIVE SEKRETION APC-SPEZIFISCHER ZYTOKINE 
 
 
APCs Patient, nativ +  
T-Zelle Patient, geschockt 
APCs Kontrolle, nativ +  
T-Zelle Patient, geschockt 








































Tab.8: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit T-Zellen operierter Patienten und nativen APCs 
unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand angegeben. Die 
Stimulation erfolgte mit antiCD3 und antiCD28. 
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Mit Ausnahme der bestimmten GM-CSF Konzentration ergab die Messung der 
von patienteneigenen Zellen ausgeschütteten Zytokine für alle ermittelten Werte einen 
Anstieg der sezernierten Mengen nach spezifischer Stimulation der T-Zellen durch 
antiCD3 und antiCD28. Für IL-6 und IL-10 wurde dabei ein signifikanter Anstieg (p<0,05) 
ermittelt.  
Bestätigt werden konnten diese Werte durch die Cokultur mit gesunden nativen 
Kontroll-APCs, die ebenfalls einen signifikanten (p<0,05) Anstieg für IL-6 und IL-10 
ergaben. Einen Unterschied ergab hierbei die Bestimmung von GM-CSF, die im 
Gegensatz zu der Cokultur mit APCs der operativen Patienten eine leichte Erhöhung der 
Konzentration erbrachte.  
 
 
Abb.15: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer APCs nach Cokultur 
mit T-Zellen operierter Patienten.  
Die nativen APCs waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus dem Blut des gesunden Kontrollpatienten (blau).  
N=11, *p<0,05 gegen präoperativ  
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Bei der Kontrolle der Ergebnisse durch die Verwendung der APC-
Leukämiezellreihe THP-1 ergab sich ein nahezu umgekehrtes Bild zu den Ergebnissen. 
Es konnte für lediglich eines der bestimmten Zytokine eine Bestätigung für den Anstieg 
der Konzentration gezeigt werden (IL-6). Hingegen konnte der Abfall der GM-CSF 
Konzentration durch die Cokultur mit Leukämiezelllinien bestätigt werden. Ebendiese 
Verminderung als auch die Verminderung der TNF-α-Konzentration wurden dabei als 
signifikant zum Vergleichswert ermittelt.  
 
 
Abb.16: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer APCs nach Cokultur 
mit T-Zellen operierter Patienten.  
Die nativen APCs waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus der Leukämiezellline THP-1 (graublau) entnommen worden.  
N=11, *p<0,05 gegen präoperativ  
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4.2.2.2 SEKRETION APC-SPEZIFISCHER ZYTOKINE BEI SEPSIS 
 
 
APCs Patient, nativ +  
T-Zelle Patient, septisch 
APCs Kontrolle, nativ +  
T-Zelle Patient, septisch 
APCs Leukämie, nativ +  






































Tab.9: Übersicht über die gemessenen Zytokinkonzentrationen (Median in pg/ml) nach 
24 Stunden Cokultur mit septischen T-Zellen der chirurgischen Patienten und nativen 
APCs unterschiedlicher Herkunft. In Klammern ist der Interquartilsabstand angegeben. 
Die Stimulation erfolgte mit antiCD3 und antiCD28. 
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Bei der Cokultur nativer APCs mit T-Zellen septischer Patienten, zeigt sich für 
die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α ein anderes Bild. Während die 
Cokultur mit Zellen des septischen Patienten eine Verminderung anzeigen (für IL-6 
sogar signifikant), zeigt die Cokultur mit gesunden Kontrollzellen hingegen einen Anstieg 
an.  
GM-CSF, ein Mobilisator der Granoluzyten- und Makrophagenpopulation, steigt 
in beiden Cokulturen relativ zum Vergleichswert an. Im Falle der gesunden Kontrollzellen 
ist der Anstieg signifikant.  
Nur für das antiinflammatorische Zytokin IL-10 kann aus beiden Kulturen eine 
gleiche Tendenz zu sinkenden Konzentrationen abgelesen werden.  
 
 
Abb.17: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer APCs nach Cokultur 
mit septischen T-Zellen.  
Die nativen APCs waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus dem Blut des gesunden Kontrollpatienten (blau).  




Die Kontrolle der Ergebnisse durch die Verwendung von Leukämiezelllinien 
erbrachte, im Gegensatz zu den zuvor dargestellten Ergebnissen aus Cokulturen mit T-
Zellen septischer Patienten, eine weitgehende Bestätigung der verminderten 
Zytokinsekretion durch APCs nach Interaktion mit T-Zellen. Mit Ausnahme der 
verminderten Sekretion von GM-CSF konnte die verminderte Sekretion der Mediatoren, 
wenn auch nicht signifikant, so dennoch tendenziell bestätigt werden.  
 
 
Abb.18: Relative Veränderung in [%] der Zytokinsekretion nativer APCs nach Cokultur 
mit septischen T-Zellen.  
Die nativen APCs waren dabei aus dem Blut der chirurgischen Patienten (grau) isoliert 
worden bzw. aus der Leukämiezellline THP-1 (graublau) entnommen.  





Nach chirurgischem Trauma und hämorrhagischem Schock entwickelt sich 
regelmäßig eine Dysfunktion des Immunsystems, die in zahlreichen tierexperimentellen 
und klinischen Studien nachgewiesen werden konnte (8,15,57). Auch nach großen 
abdominalchirurgischen Eingriffen wurde eine postoperative Immunsuppression in 
ähnlicher Weise beschrieben (12–14). Deren zelluläre Mechanismen bleiben jedoch 
weitgehend unverstanden (16,58–61). 
Bisherige Studien fokussierten sich weitgehend auf den direkten Effekt von 
Trauma und Schock auf die beteiligten Zellpopulationen (16,20,22,62). Ebenso wurde 
der Einfluss von Sexualhormonen auf das Immunsystem in Folge operativer Eingriffe am 
Mausmodell und mit humanen Zellen in vitro untersucht (63–71).  
Dabei weitgehend außer Acht gelassen wurde der Effekt von Trauma und 
Blutverlust bzw. des chirurgischen Eingriffes auf die Funktion einzelner beteiligter 
Zellpopulationen mit Blick auf eine zellvermittelte Störung der Immunfunktion durch 
Interaktion von veränderten antigenpräsentierenden Zellen und T-Zellen (72).  
Neuere tierexperimentelle Studien postulieren dabei eine von T-Zellen 
ausgehende Funktionsstörung nach Trauma und Schock. Walz et al. wiesen eine 
verminderte Sekretion von IL-4 und IFN-γ als Th1-spezifische Zytokine sowie GM-CSF 
als Th2-spezifisches Zytokin nach. Dazu wurden Cokulturen angelegt, in denen APCs 
mit T-Zellen im jeweils geschockten und nativen Zustand inkubiert wurden. Dabei konnte 
ein supprimierender Effekt nach Trauma und hämorrhagischen Schock durch 
Makrophagen nicht nachgewiesen werden. Vielmehr scheint eine Vermittlung des 
Defekts durch die kommunizierenden T-Zellen  wahrscheinlich, wobei eine klare 
Differenzierung zwischen Th1- und Th2-Zellen ausblieb. (49,73).  
Eine differenzierte Beurteilung der gestörten Interaktion zwischen T-Zellen und 
APCs fand mit humanen Immunzellen bisher nicht statt. Das Ziel dieser Studie bestand 
somit darin, eine isolierte Betrachtung der veränderten Zellfunktion von APCs und T-
Zellen vorzunehmen. Dabei wurde die Frage in den Mittelpunkt gestellt, ob Störungen, 
die durch abdominalchirurgische Eingriffe an einer der beiden Zellpopulationen 
hervorgerufen werden, durch die physiologische Interaktion an die Zellen der 
korrespondierenden Zellpopulation vermittelt werden. Zudem wurde die Frage im 
Kontext von postoperativen Komplikationen in Form einer simulierten Exposition 
gegenüber bakteriellen Krankheitserregern betrachtet. Damit wurde der klinische 
 55 
Zusammenhang zwischen dem immunsuppressiven Effekt des operativen Eingriffs und 
dem Auftreten einer postoperativen Sepsis dargestellt.  
5.2 T-ZELLEN UND ANTIGENPRÄSENTIERENDE ZELLEN ALS TEIL DER 
POSTOPERATIVEN IMMUNREAKTION 
Antigenpräsentierende Zellen (APCs) und T-Zellen spielen eine zentrale Rolle 
bei der zielgerichteten Abwehrfunktion des Immunsystems (72). Durch diese 
entscheidendeRolle, die diese Zelltypen inne haben und die Störung dieser Funktion, 
nachgewiesen in zahlreichen Studien, (4,8,9,14,15) ergibt sich die hohe Relevanz zur 
Untersuchung dieser beiden Zellfraktionen und ihrer Interaktion.  
Bisherige Studien fokussierten sich bei der Frage der gestörten Immunfunktion 
nach Trauma und Schock bzw. nach abdominalchirurgischen Eingriffen auf die Sekretion 
von Zytokinen und die Expression von Oberflächenmarkern als alleiniges 
Bewertungskriterium der Störung. Die zentrale Reaktion der beteiligten Zellen, die 
Interaktion miteinander, blieb dabei weitgehend unbeobachtet.  Da die Interaktion von T-
Zellen und APCs allerdings durch Zytokine und Oberflächenantigene (u.a. TLR, MHC II) 
vermittelt wird, konnte indirekt eine Störung der Kommunikation erwartet werden.  
Offen bleibt dagegen die Frage, wie diese Störung im Einzelnen aussieht sowie 
von welcher der beteiligten Zellen sie ausgeht und welchen Effekt dieser funktionelle 
Defekt auf die kommunizierende Zelle hat. Die zu erwartende Reaktion wäre eine 
verminderte T-Zellfunktion, vermittelt durch die Kommunikation mit einer durch Trauma 
und Schock in ihrer Funktion beeinträchtigten antigenpräsentierenden Zelle.  Diese 
Annahme ergibt sich aus dem natürlichen Ablauf der Abwehrkaskade, in deren 
Reihenfolge die T-Zelle der antigenpräsentierenden Zelle hinten angestellt ist.   
 
5.2.1 SPEZIFISCHE ZELLAKTIVIERUNG 
Zur Stimulation der APCs wurde im Sinne einer simulierten Exposition 
gegenüber exogenen Erregern Lipopolysaccharid (LPS) verwendet. Dieses Mitogen, 
welches Bestandteil der Zellmembran u.a. von Escherichia coli ist, bindet in Kombination 
mit LBP (Lipopolyssacharide Binding Protein) an den spezifischen LPS-Rezeptor CD14 
auf den Oberflächen der APCs (74). In dieser Studie wurden die Zellen sowohl prä- also 
auch zwei Stunden postoperativ mit LPS in vitro stimuliert.  
Die Stimulation CD3-positiver T-Zellen erfolgte mittels spezifischer Antikörper 
gegen die T-Zell Oberflächenmarker CD3 und CD28. AntiCD3 dient der Aktivierung der 
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T-Zellen über den T-Zellrezeptorkomplex. Zur Ausdifferenzierung naiver T-Zellen zu T-
Helferzellen werden allerdings neben der Stimulation über den T-Zellrezeptor weitere 
Costimuli benötigt. Dabei spielt die Coaktivierung über CD28 eine entscheidende Rolle 
(75–77).  
Ziel dieser Maßnahme war es, die klinisch relevante Situation zu simulieren, in 
welcher das Immunsystem nach dem operativen Eingriff mit einer schweren Infektion 
konfrontiert wird, die im klinischen Alltag eine letale Komplikation darstellen kann. Es 
konnte auf diese Weise die spezifische Aktivierung der beteiligten Zellgruppen 
beobachtet werden und deren Effekt auf die Kommunikation mit anderen Zellen.  
 
5.2.1 BESTIMMUNG VON OBERFLÄCHENMARKERN PRÄ- UND POSTOPERATIV 
Die Expression von Oberflächenmarkern durch T-Zellen und APCs und die 
Bestimmung und Beurteilung dieser Expression mittels Flowzytometrie ermöglicht eine 
Charakterisierung der Zellfunktion (55).  
Dabei können den unterschiedlichen Zelltypen spezifische Oberflächenantigene 
zugeordnet werden, deren veränderte Expression nach abdominalchirurgischen 
Eingriffen im Vergleich zu präoperativ erhobenen Daten eine veränderte Zellfunktion 
beschreibt.  
Mit Blick auf die untersuchten T-Zellen stellt die Expression von CD3 und CD4 
einen zentralen Parameter dar. Beide Oberflächenantigene sind in Verbindung mit dem 
T-Zellrezeptor (TCR) der entscheidende Proteinkomplex zur Erkennung von 
präsentierten Peptiden durch APCs (26,34,87,88). Eine verminderte Expression dieser 
Marker stellt somit eine schwere Funktionsstörung der T-Zelle dar. Des Weiteren stellen 
eine Reihe weiterer Oberflächenmarker wichtige Cofaktoren zur korrekten Prozessierung 
exogener Antigene durch die T-Zelle dar (31–34). So kommt beispielsweise der 
Stimulation des Cofaktors CD28 eine besondere Rolle bei der Initiierung der IL-2 
Synthese durch T-Zellen zu (89). 
Des Weiteren liefern APC-spezifische Oberflächenmarker wie HLA-DR 
Informationen zur Funktionstüchtigkeit, da diese direkt an der Präsentation exogener 
Peptide beteiligt sind (26–28). Zudem gibt die Expression von CD14 als Rezeptor für 
LPS einen Hinweis auf die Sensitivität der APCs gegenüber exogenen Erregern, die 
dieses Molekül als Zellwandbestandteil tragen (35,36,90).  
Deshalb kann durch die flowzytometrische Bestimmung von verschiedenen 
Oberflächenmarkern ein wichtiger Rückschluss auf die Funktionstüchtigkeit 
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verschiedener Zellen gezogen werden. Die vorteilhaften Möglichkeiten der angewandten 
Methodik liegen zum einen in der präzisen Bestimmung spezifischer Marker. Zum 
anderen kann so die veränderte Zellfunktion durch Trauma und Schock direkt beurteilt 
werden.  
 
5.2.2 ZYTOKINSEKRETION ALS FUNKTIONELLER MARKER 
Zur Charakterisierung der Zellfunktion wurden für die T-Zellen und die APCs 
unterschiedliche Zytokine nach 24 Stunden Zellkultur und Stimulation bestimmt, deren 
Funktion, Wirkung und Interaktion hier im Hinblick auf ihre Rolle nach chirurgischem 
Trauma und Blutverlust beschrieben werden soll.  
Die in hohem Maße von APCs sezernierten Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α 
induzieren innerhalb kurzer Zeit eine zunächst regional begrenzte Hyperinflammation. 
Die Sekretion dieser Botenstoffe erfolgt dabei über ortsansässige Immunzellen (vor 
allem Makrophagen und dendritische Zellen) nach Induktion durch das lokale Trauma 
des operativen Eingriffs (45,57,69,78–80). Der synergistische Effekt dieser drei und 
weiterer Zytokine ist ursächlich für die Entstehung einer zunächst lokal begrenzten Akut-
Phase-Reaktion verantwortlich, die Teil der physiologischen Abwehrreaktion ist, im 
weiteren Verlauf jedoch zu schweren systemischen Komplikationen führen kann 
(7,10,12,13). Zudem besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Sekretion 
weiterer hepatischer Akut-Phase-Proteine (z.B. C-reaktives Protein) und der IL-6 
Konzentration, die als laborchemischer Marker zur Beurteilung einer Sepsis 
herangezogen wird (50,51,81). Des Weiteren werden die proinflammatorischen Zytokine 
IL-2 und IFN-γ sowie  
GM-CSF in erster Linie von T-Zellen ausgeschüttet und haben einen stimulierenden 
Effekt auf die Zelldifferenzierung und -aktivierung (22,34,82).  
Neben der Sekretion proinflammatorischer Zytokine wird aber auch das 
antiinflammatorische Zytokin IL-10, das eine negative Rückkopplung zu IL-6 darstellt, 
von beiden beschriebenen Zellfraktionen sezerniert (44).  
Insgesamt kann diese Kommunikation als Versuch des Immunsystems gedeutet 
werden, einer notwendigen Aktivierung zur Immunabwehr eine adäquate 
Antiinflammation gegenüber zu stellen, um überschießende Immunreaktionen zu 
vermeiden. Im Rahmen eines traumatisierenden Ereignisses jedoch offenbart sich 
dieses System in seinem Ablauf als weitreichend gestört (8,9,16,63,83). 
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Eine uneingeschränkte Spezifität der sezernierten Zytokine zu einer bestimmten 
Zellfraktion, wie oben postuliert, besteht allerdings meist nicht. Stattdessen können 
sowohl APCs als auch T-Zellen Zytokine sezernieren, die in dieser Studie bestimmt 
worden sind und als T-Zell- bzw. APC-spezifisch angegeben wurden. Insbesondere 
scheinen dendritische Zellen unter bestimmten Umständen vor allem T-Zell spezifisches 
IFN-γ produzieren zu können  
(18,21,84–86).  
Die Reinheit der isolierten Zellgruppen betrug jeweils mindestens 95%. Mittels 
der durchgeführten Selektion und dem Anlegen von Monokulturen in Verbindung mit der 
alleinigen Aktivierung der einzelnen Zellgruppen durch Stimulation in der Cokultur kann 
letztendlich von einer sehr hohen zellulären Spezifität der bestimmten Zytokine 
ausgegangen werden. Des Weiteren wurde die Spezifität der beurteilten Zytokine durch 
Messungen in den Kulturüberständen stimulierter Monokulturen aus APCs bzw. T-Zellen 
ermittelt.  
Für die Detektion der Ursprungszellen eines Zytokins könnte in zukünftigen 
Studien die Detektion intrazellulärer Zytokine mittels Durchflusszytometrie verwendet 
werden. Diese Methode würde auch ermöglichen die aktuelle Zytokinproduktion der 
Zellen zum Zeitpunkt der Messung zu bestimmen, was bei der Messung der Zytokine in 
den Zellkulturüberständen nicht durchführbar ist. Die Detektion darin entspricht 
verfahrensbedingt nur einer Darstellung der gesamten Zytokinproduktion über den 
Zeitraum der Zellkultur, zusätzlich beeinflusst durch die jeweilige Halbwertszeit der zu 
messenden Zytokine. Eine Aussage über die Kinetik der Sekretion ist bei der hier 
angewandten Methode nicht möglich. 
 
5.3 BIO-ASSAY 
Ein Ziel dieser Studie war die Etablierung eines methodischen Verfahrens, um 
den Zusammenhang zwischen der Interaktion von T-Zellen und APCs und der 
kompromittierten Immunantwort nach abdominalchirurgischen Eingriffen zu verstehen.  
Walz et al. zeigten in ihrer Studie, dass die unterdrückte Immunabwehr 
möglicherweise durch eine gestörte T-Zellfunktion an die kommunizierenden APCs 
vermittelt wird. (49,73) Dabei wurde vor allem gezeigt, dass unabhängig vom Zustand 
der antigenpräsentierenden Zelle (geschockt vs. nativ), eine Störung der Zellfunktion 
alleine durch die Interaktion mit der geschockten T-Zelle zu beobachten war.  
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Zum tieferen Verständnis wurden nun hierzu verschiedene Zellkulturen 
angelegt, bei denen stets präoperativ (nativ) oder postoperativ gewonnene Zellen von 
chirurgischen Patienten mit verschiedenen Zelllinien coinkubiert wurden. Zusätzlich 
wurde der Einfluss der Zellen von Patienten untersucht, die postoperativ eine Sepsis 
entwickelten (septisch). 
Die Beurteilung der gestörten Zellfunktion durch den chirurgischen Eingriff 
erfolgte nun in vitro durch die Bestimmung oben genannter Parameter der 
kommunizierenden Zelle in der Cokultur im Sinne eines Bio-Assays. 
Dieser Bio-Assay beruht auf der Annahme, dass der Defekt einer Zelle durch 
eine Störung der Funktion der mit ihr interagierenden Zelle nachgewiesen werden kann. 
Dadurch ergab sich der Vorteil eines lebensnahen und zugleich hochspezifischen 
Versuchsaufbaus in vitro, der zudem den modulatorischen Effekt der Zellinteraktion 
gesondert darstellt.  
Zur Präzisierung der gewonnenen Erkenntnisse wurde jede Zellkultur mehrfach 
mit verschiedenen nativen Zellen verschiedenen Ursprungs angelegt. Neben der 
CoInkubation von  
T-Zellen und APCs, die aus dem Vollblut abdominalchirurgischer Patienten gewonnen 
wurden, dienten zur Kontrolle CD3+ T-Zellen sowie CD14+ APCs von einem einzigen 
gleichbleibenden gesunden Spender. Ein Pooling von Zellen verschiedener Spender 
wurde als nicht praktikabel verworfen, da bereits separierte Zellen über einen langen 
Zeitraum nicht erfolgreich zu kultivieren waren und ein exogener Stimulus dadurch nicht 
sicher ausgeschlossen werden konnte. 
Als weitere Kontrolle kamen etablierte Leukämiezelllinien zum Einsatz.  Als 
CD3+ Kontrollzellen wurden dabei JURKAT T-Zellen verwendet (91–93). Zur Kontrolle 
der CD14+ APCs kamen Zellen der Zellreihe THP-1 zum Einsatz (46,94,95). Diese 
Zelllinien wurden aufgrund ihrer genetischen Ähnlichkeit zu physiologischen Zellen und 
ihrer Fähigkeit, die für diese Studie relevanten Zytokine zu produzieren, ausgewählt. 
(96–98)  
Gleichzeitig gilt es zu bedenken, dass die Aussagekraft der Kontrolle mittels 
fremder Zellen eingeschränkt sein könnte, zum einen durch die unkontrollierbare 
Einbringung von Antigenen in die Zellkultur und die entsprechende Immunreaktion, zum 
anderen durch die nicht mit Sicherheit zu gewährleistende genetische Integrität der 
Zellen aus den Leukämiezelllinien (99–102).   
Mit der Verwendung mehrerer verschiedener Zelllinien, aus denen stets native, 
also durch Trauma, Schock oder Sepsis unbeeinflusste Zellen isoliert wurden, ergaben 
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sich Vorteile bei der Beurteilung der generierten Ergebnisse. Zum einen ließ sich 
dadurch der untersuchte Effekt der zellvermittelten Immunsuppression nach operativen 
Eingriffen nicht alleine an patienteneigenen, sondern ebenso an patientenfremden Zellen 
nachweisen. Zum anderen war hierdurch eine Qualitätskontrolle innerhalb der Studie 
gegeben. 
Der vorgelegten Studie wurde ein Versuchsaufbau in vitro zugrunde gelegt. 
Mittels dieses Vorgehens wurde eine kontrollierte künstliche Umgebung außerhalb eines 
lebenden Organismus geschaffen. Damit konnten verschiedene exogene 
Einflussfaktoren auf das Versuchsgeschehen von vorne herein kontrolliert bzw. gezielt 
aus- oder eingeschlossen werden. Zudem ergibt sich durch die Anwendung eines in vitro 
Versuchsaufbaus der Vorteil einer fokussierten Betrachtung eines bestimmten zu 
untersuchenden Effekts. Dabei ist es außerdem möglich einzelne gewünschte 
Einflussfaktoren entsprechend des Studienprotokolls zu reproduzieren oder zu 
modifizieren. Allerdings gilt zu Bedenken, dass eine Interpretation solch gewonnener 
Ergebnisse immer vor dem Hintergrund geschehen muss, dass die gemachten 
Beobachtungen in vivo zumeist in einem deutlich komplexeren Kontext zu sehen sind.  
 
5.4 INTERPRETATION DER GEWONNENEN ERGEBNISSE 
5.4.1 EXPRESSION VON OBERFLÄCHENMARKERN 
Die Untersuchung von Oberflächenmolekülen ergab für alle gemessenen T-Zell 
spezifischen Marker eine verringerte Expression zwei Stunden nach dem 
abdominealchirurgischen Eingriff. Dabei ergab die Bestimmung der wichtigen Marker 
CD3, als Bestandteil des T-Zellrezeptors, und CD28, als Costimulus, sogar einen 
signifikanten Rückgang der Expression. Nachdem andere Studien die zentrale 
Bedeutung dieser Oberflächenmarker beschrieben hatten (89,103), konnten 
Albertsmeier et al diese Beobachtung (104) an postoperativen Patienten bestätigen. 
Diese funktionelle Beeinträchtigung der T-Zelle wurde in der vorliegenden Untersuchung 
auch für T-Zellen septischer Patienten gezeigt.  
Weitere T-Zell spezifische Oberflächenmarker ergaben postoperativ ebenfalls 
einen Rückgang der Expression, aber ohne dabei eine signifikante Abnahme zu zeigen. 
Da die im Versuchsaufbau bestimmten Oberflächenmarker alle Teil der strukturierten 
Immunantwort sind, kann somit bei einer umfassend verringerten Ausbildung dieser 
Proteine von einer Störung der T-Zellfunktion ausgegangen werden.  
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APCs zeigten zwei Stunden nach der Operation eine deutliche Steigerung von 
spezifischen Oberflächenantigenen. Dabei ergaben die Messungen von CD14, CD86 
und  
HLA-DR signifikant erhöhte Werte im Vergleich zu präoperativen Messungen. Dabei 
kommt der Quantität von CD14 auf der Zelloberfläche als Rezeptor für LPS eine 
entscheidende Rolle einer funktionierenden Immunantwort zu (90). Ebenso spielt die 
Expression von HLA-DR eine zentrale Rolle, da darüber die Präsentation exogener 
Peptide an die T-Zelle stattfindet (40). CD86 hingegen dient im Komplex mit CD80 der 
Costimulierung von interagierenden T-Zellen (32). Mit der deutlich gesteigerten 
Expression dieser Oberflächenmarker konnte man hier zunächst von keiner Störung der 
Immunabwehr durch eine verminderte APC-Funktion ausgehen.  
In der Sepsis ergaben die Studienergebnisse einen Rückgang der Expression 
von HLA-DR und CD80. Eine Reduzierung von HLA-DR auf der Zelloberfläche bei 
Sepsis wurde zuvor bereits beschrieben (105) und scheint mit der postoperativen 
Immunsuppression in Zusammenhang zu stehen. Für eine verminderte Expression von 
CD80 hingegen konnte hingegen eine Assoziation mit reduzierter Sterblichkeit bei 
Sepsis gezeigt werden (106).  
Im Vergleich zur Verschlechterung der Abwehrfunktion durch eine gestörte  
T-Zellfunktion nach Trauma, Schock und Sepsis ist durch die erhöhte Expression 
spezifischer Oberflächenmarker von APCs von keiner Immunsuppression in diesem 
Sinne auszugehen.  
Im Gegensatz zu den weiter unten aufgeführten Ergebnissen der spezifischen 
Zytokinsekretion nach Cokultur erfolgte bei der Bestimmung der Oberflächenantigene 
keine in vitro Stimulation zur Simulation einer bakteriellen Infektion mit LPS oder antiCD3 
/ antiCD28. Somit wurde ausschließlich die Auswirkung auf die Zellfunktion durch den 
operativen Eingriff bzw. in der Sepsis ermittelt.  
 
5.4.2 ISOLIERTE BETRACHTUNG VON REGULATORISCHEN T-ZELLEN (TREG) UND MYELOID 
DERIVED SUPPRESSOR CELLS (MDSCS) 
Eine isolierte Betrachtung der regulatorischen T-Zellen (Treg), die sich u.a. durch 
die Expression von CD4 und CD25 sowie der fehlenden Expression von CD127 
charakterisieren lassen, ergab eine quasi unveränderte Zahl dieser Zellgruppe zwei 
Stunden nach dem operativen Eingriff. Bei septischen Patienten konnte lediglich eine 
geringe aber nicht signifikante Erhöhung der Zellzahl festgestellt werden. Treg können zur 
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Verminderung der Th1-vermittelten Immunantwort führen und dabei den sogenannten 
Th1/Th2-Shift zugunsten einer Th2-orientierten Immunantwort initiieren (107,108). 
Studien zeigten bereits einen Anstieg dieser Zellgruppe ab dem ersten postoperativen 
Tag, der eine Verschiebung zu einer Th2-kontrollierten Immunantwort erklärt (104,109).  
Die vorliegenden Daten können diesen Zusammenhang zwischen einer 
verminderten Sekretion von IL-2 und IFN-γ im Sinne eines Th1/Th2-Shifts durch Treg 
zwei Stunden nach der Operation nicht bestätigen. Dies mag durch den kurzen 
Zeitabstand von lediglich zwei Stunden zu der Operation bedingt sein. Mit Blick auf die 
gewonnenen Daten bei septischen Patienten steht der signifikante Anstieg der Th1-
spezifischen Zytokine IL-2 und IFN-γ durch native T-Zellen nach Kontakt zu 
postoperativen APCs allerdings im Einklang zu einer weiter verringerten Anzahl von Treg 
bei Sepsis. Somit liegt der Einfluss von regulatorischen T-Zellen auf eine veränderte 
Zytokinsekretion nahe, kann aber aktuell nicht sicher bewiesen werden. 
Warum es bei septischen Patienten zu einer weiteren Verminderung von CD127 
kam, die charakteristisch für die Treg ist und als IL-7 Rezeptor fungiert (37), kann 
letztendlich nicht geklärt werden. Jedoch zeigten Venet et al, dass IL-7 zur 
Wiederherstellung einer normalen Zellfunktion bei septischen Patienten eine zentrale 
Rolle spielt (110), womit die erhöhte Expression von CD127 von Vorteil für eine 
Normalisierung der Immunantwort wäre.  
Zudem muss gleichzeitig als weitere Ursache eines immunmodulatorischen 
Effekts der gemessene Anstieg an CD14+/HLA-DR- Myeloid -Derived Suppressor Cells 
(MDSC) zwei Stunden postoperativ und während des septischen Zustands diskutiert 
werden. Der immunmodulatorische Effekt dieser heterogenen Zellgruppe ist gegenwärtig 
Bestandteil zahlreicher Untersuchungen und konnte in einem ähnlichen Versuchsaufbau 
von Albertsmeier  
et al bereits beschrieben werden (104,111,112). Durch die vermehrte Produktion des 
Enzyms Arginase-1 durch MDSCs verringern sich der Argininspiegel im Blut, wodurch 
die Proliferation von Lymphozyten und die Ausbildung des T-Zellrezeptors beeinträchtigt 
wird (113). Cuenca et al beschreiben das vermehrte Auftreten von MDSCs nach Trauma 
und Sepsis hingegen als möglichen immunologischen Vorteil (114). Die Autoren 
beschreiben dabei die verbesserte Immunüberwachung (Immune Surveillance) sowie 
eine Verbesserung der angeborenen Immunantwort, die durch MDSCs vermittelt wird. 
Ob die MDSCs dabei einen gesicherten Einfluss auf die Ausdifferenzierung von 
Monozyten haben, muss trotz der gemachten Erkenntnisse offen bleiben. Innerhalb der 
Zellgruppe der APCs stellen Monozyten eine eigene Population dar, deren 
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Ausdifferenzierung im zeitlichen Verlauf etwa 48 Stunden nach Aktivierung dauert. Da im 
gemachten Versuchsaufbau die Zellkultur 24 Stunden inkubiert wurde, kann demnach 
abschließend keine gesicherte Aussage zu einem entscheidenden Einfluss gemacht 
werden.  
Insgesamt kann man anhand der erhobenen Daten eine Störung der T-
Zellfunktion nach abdominalchirurgischen Eingriffen erkennen, die sich im septischen 
Stadium zu normalisieren scheint. Die gemachten Beobachtungen lassen allerdings 
keine entscheidende Störung der Funktion von APCs im postoperativen Stadium zu. Im 
weiteren septischen Krankheitsverlauf bestätigen sich allerdings der Verlust basaler 
Funktionen der APCs wie eine verminderte MHC-II Expression. Ein besonderes 
Augenmerk sollte dabei den beiden Zellgruppen der Tregs  und der MDSCs gelten, deren 
zentrale Rolle bei der Modulation der Immunantwort vermutet wird, allerdings im 
gemachten Versuchsaufbau nicht direkt erfasst wurde.  
 
5.4.3 SEKRETION VON ZYTOKINEN 
Die gemessene verminderte Sekretion von IL-2, IL-10 und IFN-γ nach 
Coinkubation von nativen T-Zellen und postoperativ isolierten APCs weist auf eine 
Funktionsstörung der APCs hin. Diese verminderte Fähigkeit zur Stimulation von T-
Zellen ist durch das operative Trauma bedingt und steht in einem gewissen Gegensatz 
zur vermehrten Expression von Oberflächenantigenen. Dabei zu berücksichtigen ist die 
Stimulation der Zellkultur mit LPS, die in dem gewählten Versuchsaufbau bei der 
Bestimmung der Oberflächenmarker nicht erfolgt war. Während dieses Ergebnis durch 
die Verwendung von Kontrollzellen eines standardisierten Kontrollpatienten bestätigt 
werden konnte, zeigte die Kontrolle mit T-Zellen der Leukämiezelllinie JURKAT lediglich 
übereinstimmende Ergebnisse bei der Bestimmung des antiinflammatorischen Zytokins 
IL-10. Im Falle der Bestimmung von IL-2 und IFN-γ lag die Konzentration unterhalb des 
Detektionsniveaus der verwendeten Nachweismethode. Eine Erklärung hierfür könnte 
sein, dass der Co-Faktor CD4 von JURKAT T-Zellen des verwendeten Stamms D1.1 
nicht exprimiert wird (Herstellerangaben). Dadurch fehlte ein wesentlicher Stimulus zur 
Differenzierung nativer T-Zellen zu Th1-Helferzellen und damit die Fähigkeit zur 
Sekretion der Th1-spezifischen Zytokine IL-2 und IFN-γ. In diesem Zusammenhang ist 
anzumerken, dass nach Coinkubation der JURKAT T-Zellen mit septischen APCs ein 
deutlicher Anstieg dieser beiden Zytokine im Zellüberstand gemessen werden konnte. 
Möglicherweise bewirkt die Interaktion mit septischen APCs einen entsprechend starken 
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Stimulus, der diesen Effekt erklärt und zudem bei der Co-Inkubation mit nativen CD4+ 
Zellen des Kontrollpatienten ebenso zu beobachten war.  
Die Untersuchung von APCs septischer Patienten zeigte im Bio-Assay mit 
patienteneigenen Zellen eine mit der postoperativen Situation vergleichbare 
Funktionsstörung. Die Ergebnisse der Cokulturen mit T-Zellen des gesunden Probanden 
und aus der Leukämiezelllinie zeigten zwar in sich eine gleiche Tendenz der veränderten 
APC-Funktion, bestätigten aber nicht das Ergebnis aus der Cokultur mit Patientenzellen.  
Mit Blick auf die Sekretion APC-spezifischer Zytokine zur Charakterisierung der 
T-Zellfunktion zeigte sich eine fast durchgängig vermehrte Zytokinausschüttung. 
Insbesondere das proinflammatorische Zytokin IL-6 zeigte nach Cokultur eine signifikant 
erhöhte Sekretion durch native APCs, was als stimulierender Effekt geschockter T-Zellen 
zu werten ist. Gleichzeitig zeigten andere proinflammatorische Zytokine wie IL-1β und 
TNF-α eine deutliche, wenn auch nicht signifikante Erhöhung im Vergleich zu präoperativ 
erhobenen Werten. IL-10 als antiinflammatorisches Zytokin zeigte, ähnlich wie bei der 
Beurteilung der APC-Funktion, eine signifikante Erhöhung. Mit der Verwendung von 
APCs aus dem Blut des Kontrollpatienten konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. 
Eine Ausnahme bildete die Sekretion von GM-CSF, die im Vergleich zu präoperativ 
erhobenen Werten auf einem ähnlich hohem Niveau blieb. Die Verwendung von 
Leukämiezellen der Linie THP-1 zur weiteren Kontrolle der Ergebnisse ergab für alle 
gemessenen Parameter (mit Ausnahme von IL-6) eine Verminderung der Sekretion, 
womit von einer Verschlechterung der APC-Funktion nach Interaktion mit T-Zellen 
operativer Patienten ausgegangen werden muss. Im Falle der Bestimmung von TNF-α 
und GM-CSF konnte sogar ein signifikanter Rückgang beobachtet werden. Damit konnte 
der Effekt einer verbesserten Immunantwort der APCs nach Cokultur mit T-Zellen 
operativer Patienten für Zellen der Linie THP-1 nicht bestätigt werden. Eine Ursache 
dieses Effekts bleibt bei bestehender Fähigkeit zur Zytokinsekretion durch Zellen der 
verwendeten Leukämiezelllinie Spekulation. Daraus ergibt sich jedoch die Frage, ob die 
verwendete Leukämiezelllinie für eine Anwendung mit der gemachten Methode geeignet 
ist.  
Alle Cokulturen wurden entsprechend einer Exposition gegenüber eines 
bakteriellen Erregers mit LPS bzw. antiCD3/antiCD28 einer einzigen Konzentration 
stimuliert. Der Effekt der Stimulation wurde durch eine Negativkontrolle überprüft. Die gut 
reproduzierbaren Ergebnisse dieser Versuche machten eine Erprobung weiterer 
Konzentrationen im Rahmen dieser Versuche nicht notwendig. Gleichwohl ist es eine 
klinisch relevante Frage, wie sich insbesondere bei septischen Patienten 
 65 
unterschiedliche Stimulationen - entsprechend unterschiedlich starker infektiöser Stimuli 
- auf die Funktion der interagierenden Zellen auswirken.  
 
5.5 THEORIE EINES „SECOND HIT“ 
Eine mögliche Erklärung für die inadäquate Immunantwort auf exogene Stimuli 
bietet die Theorie des Second Hit (115–117). Dieser Annahme zufolge tritt eine 
weitgehende Erschöpfung der Immunfunktion durch die Inflammation infolge des 
chirurgischen Eingriffes ein. Auf exogene Antigene, die in dieser Studie als Stimulation 
mit LPS bzw. antiCD3 und antiCD28 simuliert wurden, kann dann nicht mehr adäquat 
reagiert werden.  
Die kurze zeitliche Abfolge zweier Ereignisse, die die Aktivierung des 
Immunsystems und deren Zellen zur Folge hat, überfordert möglicherweise die Kapazität 
der Abwehrzellen zu einer adäquaten Immunantwort. Dabei scheint der Effekt dieses 
Second Hit sich insbesondere in einer verminderten Funktionsfähigkeit der APCs 
widerzuspiegeln. Diese inadäquate Reaktion auf eine Infektion des Organismus 
überträgt sich dabei durch die Interaktion auf die T-Zellen, deren Zytokinausschüttung 
nach Coinkubation deutlich reduziert war.  
Hingegen zeigte sich die Beeinflussung der T-Zellfunktion durch den Second Hit 
als weniger ausgeprägt. Die T-Zellen konnten die Funktion nativer APCs mit Blick auf die 
Zytokinsekretion durch die Interaktion beider Zelltypen sogar verbessern.  
 
 
Abb.19 Veranschaulichung der zeitlichen Abfolge, die bei der Erstellung der Cokulturen 
angewandt wurde mit der Darstellung des „Second Hit“ zur Erklärung der defizitären 
Zellfunktion. 
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5.6 KLINISCHE RELEVANZ 
Große abdominalchirurgische Eingriffe bedingen eine postoperative Dysfunktion 
der zellulären Immunabwehr. Dieser kompromittierende Effekt auf die Abwehrfunktion 
des Körpers bedeutet für die Patienten ein erhöhtes Risiko für das Auftreten einer 
Sepsis, eines Multiorganversagens und letztlich eine erhöhte Sterbewahrscheinlichkeit 
(7–10,12,13).  
 
Ein weiterführendes Verständnis der Mechanismen, die bei einer geregelten 
Immunabwehr in Gang kommen, trägt weiter dazu bei, dass entsprechende Maßnahmen 
im Nachgang einer OP ergriffen werden können, um einer Sepsis und den damit 
verbundenen fatalen Komplikationen vorzubeugen.  
Die funktionellen Defizite der T-Zelle, die durch die Interaktion mit APC 
ausgelöst zu werden scheinen, wurden als eine wichtige Ursache für die klinische 
Problematik identifiziert und sollten daher weiter im Fokus zukünftiger Forschung stehen. 
Eine Stabilisierung der T-Zellfunktion nach operativen Eingriffen könnte ein wichtiger 
Schritt in die richtige Richtung sein. Eine Optimierung der Funktion von APCs hingegen 
könnte sogar einen Schritt weiter bedeuten, da dadurch die Funktionsfähigkeit beider 
interagierender Zellgruppen aufrechterhalten werden könnte.  
Darüber hinaus können Erkenntnisse zur Verbesserung gestörter 
Immunsysteme auch für andere Patientengruppen von Bedeutung werden. Neben 
Patienten, die aufgrund operativer Eingriffe oder akzidentieller Traumata ein temporär 
supprimiertes Immunsystem haben, könnten chronisch immunsupprimierte Patienten wie 
HIV-Infizierte oder onkologische Patienten unter Chemotherapie von den Erkenntnissen 
zur Interaktion von Immunzellen langfristig profitieren.  
 
5.7 AUSBLICK 
Postoperative Komplikationen, die durch eine Suppression des Immunsystems 
bedingt werden, bleiben eine häufig letal verlaufende und damit ernst zu nehmende 
Gefahr bei operativen Eingriffen.  Krankheitszustände wie Sepsis und ein damit 
verbundenes MOF  können als direkte Folge dieses Defekts identifiziert werden. Zur 
Optimierung der medizinischen Behandlung dieser Komplikationen ist ein grundlegendes 
Verständnis der zu beobachteten Störungen unabdingbar.  Das Verständnis zellulärer 
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Mechanismen und der offenkundigen Störungen ebendieser Funktionen bilden daher 
einen wichtigen Baustein bei der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien.   
In einem nächsten Schritt könnte eine erweitere Nutzung der in dieser Studie 
angewandten Methodik des Zytokin Bioassays, weitere vielversprechende Erkenntnisse 
auf dem Gebiet der postoperativen Immunsuppression bringen. Dabei implizieren die 
gewonnenen Resultate, dass eine Anwendung der gemachten Methode zur Kontrolle der 
Ergebnisse prinzipiell als möglich erscheint.  
Des Weiteren sollte nun auch die Erkenntnis weiter im Fokus stehen, dass mit 
hoher Wahrscheinlichkeit defizitäre APCs dafür verantwortlich sind, dass eine adäquate 
Immunantwort nach abdominalchirurgischen Eingriffen nicht möglich ist.  
Mit der weiter präzisierten Kenntnis der Vorgänge der gestörten Immunantwort 
nach abdominalchirurgischen Eingriffen stellt sich somit die Frage, wie man mit 
klinischen Mitteln die Gefahr der Sepsis und ihren Komplikationen behandeln kann. 
Immunmodulatorische Substanzen könnten dabei eine wichtige Rolle spielen und sollten 
daher weiter auf ihren unmittelbaren Effekt auf APCs hin untersucht werden. So konnte 
in vitro bereits für das Steroidhormon Dehydroepiandrosteron (DHEA) eine 
Verbesserung der zellulären Immunantwort von PBMCs nach abdominalchirurgischen 





Der supprimierende Effekt abdominalchirurgischer Eingriffe auf das 
Immunsystem setzt den menschlichen Körper einem erhöhten Risiko für postoperative 
und insbesondere infektiologische Komplikationen aus.  
 
Ziel dieser Studie war es die zellulären Ursachen dieser postoperativen 
Immunsuppression weiter zu ergründen. Dazu wurde ein experimentelles Studienmodell 
entwickelt, bei dem in vitro der Effekt des operativen Traumas auf T-Zellen und 
antigenpräsentierende Zellen (APCs) sowie auf deren physiologische Interaktion 
untersucht werden konnte. Zur Beurteilung der veränderten Zellfunktion prä- und 
postoperativ wurden zum einen die Expression zellspezifischer Zytokine nach 24-
stündiger stimulierter Cokultur bestimmt. Dazu wurden verschiedene Cokulturen aus 
nativen, postoperativ gewonnenen oder septischen T-Zellen und APCs angelegt. Zum 
anderen wurde die Expression von Oberflächenmarkern vor und nach dem operativen 
Eingriff beurteilt.  
 
In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Ursache der globalen 
Immunstörung  möglicherweise von einer funktionellen Störung der 
antigenpräsentierenden Zellen ausgeht. So waren postoperative APCs unter Stimulation 
durch LPS nach Coinkubation mit nativen T-Zellen nicht in der Lage, deren 
Zytokinsekretion zu induzieren. Tatsächlich zeigte sich diese sogar vermindert. Ein 
ähnlicher Effekt konnte bei der Funktionsprüfung septischer APCs beobachtet werden.  
 
Im Gegensatz dazu führten postoperative T-Zellen, die mit antiCD3 und 
antiCD28 im Sinne einer Exposition gegenüber Bakterien stimuliert wurden, eine 
Verbesserung der Funktion nativer APCs nach Coinkubation. T-Zellen aus dem Blut 
septischer Patienten hingegen konnten APC nicht adäquat stimulieren.  
 
Mit der Bestimmung von Oberflächenantigenen von APCs und T-Zellen konnte 
zudem der immunmodulatorische Effekt abdominalchirurgischer Eingriffe, der aus 
anderen Studien bekannt ist, bestätigt werden. Eine isolierte Betrachtung von zellulären 
Untergruppen legte nahe, dass Myeolid Derived Suppressor Cells (MDSC) und 
regulatorische T-Zellen (Treg) mit Blick auf ihre modulatorischen Eigenschaften 
gegenüber T-Zellen und APCs einen entscheidenden Einfluss auf die postoperative 
Immunantwort haben könnten.  
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